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RESUMEN 
La primera parte de la investigación consistió en el aislamiento de hongos endófitos 
de los tejidos interno de las hojas de una planta Piper crassinervium madura, sin 
evidencia de presencia de enfermedad o plaga y la segunda parte del proyecto se 
dedicó a la evaluación de extracto de tres hongos encontrados y su evaluación  de 
actividad antimicrobiana por microdilución. 
Las hojas seleccionadas para la investigación fueron sometidas a 1 tratamientos de 
desinfección diferente para cada una, que consistían en lavado con agua corriente 
y e inmersiones sucesiva en etanol e hipoclorito para eliminar la microbiota epifita; 
la eficiencia de los tratamientos se evaluó contando el número de aislamientos por 
tratamiento y se concluyó que  de estos no son significativamente diferentes.    
De los  hongos endófitos aislados 24 fueron caracterizados morfológica y  
químicamente mediante la observación detallada  y el análisis de conglomerados 
de sus espectros infrarrojo entre 650-4000 cm-1 con el fin separarlos en 5 grupos 
según los grupos funcionales de las moléculas de sus células. 
Para la evaluación de la actividad antibacteriana, fue fermentó 500 mL de solución 
de PDA  al 0,2% por los hongos 18, 19  y 20 durante 40 días a 28ºC, luego se separó 
el medio del micelio y se extrajo con 2,5 L de acetato de etilo, y se evaluó la actividad 
antibacteriana mediante ensayo de microdilución frente Proteus mirabilis a 
soluciones entre 500 ppm y 15.75 ppm y se realizó la marcha fitoquímica  por 
cromatografía de capa delgada; después de esto no se encontró actividad 
significativa. 
Palabras claves: Hongo Endófito, Actividad Antibacteriana, Espectroscopia 
Infrarrojo, Análisis De Conglomerados.  
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ABSTRACT 
The first part of the research involved the isolation of endophytes of internal tissues 
of mature leaves of a plant Piper crassinervium, without evidence of the presence of 
disease or pest and the second part of the project focused in test of extract of three 
fungi found and evaluation of antimicrobial activity by microdilution. 
Selected leves for research were subjected to 1 different treatments disinfection 
each one, which consisted of washing with current water and successive immersions 
in ethanol and hypochlorite to remove the epiphytic microorganism; the efficiency of 
treatments was assessed by counting the number of isolates per treatment and it 
concluded that these are not significantly different. 
Of the 24 isolated endophytes they were characterized morphologically and 
chemically through detailed observation and cluster analysis of their infrared spectra 
between 650 to 4000 cm-1 in order to separate them into 5 groups according to the 
functional groups of molecules in their cells. 
For evaluation of the antibacterial activity, 500 mL of PDA 0.2% were fermented by 
fungus 18, 19 and 20 during 40 days at 28°C, then the broth of the mycelium was 
separated and extracted with 2.5 L of ethyl acetate and antibacterial activity against 
Proteus mirabilis was evaluated by microdilution test in solutions between 500 ppm 
and 15.75 ppm and phytochemical screening was performed by thin layer 
chromatography; after that no significant activity was found. 
Key words: Endophyte, Antibacterial Activity, Infrared Spectroscopy, Cluster 
Analysis.   
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1. INTRODUCCIÓN 
La investigación de los hongos endófitos ha cobrado importancia en los últimos años 
debido a que se ha encontrado que son una fuente de nuevos metabolitos 
secundarios de utilidad en la medicina y la agroquímica, a su vez presentan una 
relación simbiótica con las plantas que los hospedan, incrementando la tolerancia 
al estrés ambiental, dando vigor y disminuyendo el ataque herbívoro (Arnold et al., 
2003; Rodriguez R.J. et al., 2009; Gange et al,. 2012) mientras que las plantas les 
otorgan alimento y protección. Se han aislado hongos endófitos en bosques 
tropicales, boreales, y templados, incluso en el ártico (Petrini, 1987; Fisher et al., 
1995), justamente la especie Piper crassinervium donde se han aislado sustancias 
con actividad  antifúngica (Danelutte et al., 2003) y antioxidante (Yamaguchi et al., 
2006); es endémica de ecosistemas tropicales donde existe gran diversidad vegetal 
y alta propagación de los microorganismos endófitos lo que hace muy probable que 
la planta puede ser hospedero de hongos endófitos productores de metabolitos 
secundarios bioactivos (Banerjee, 2011). 
El objetivo de la investigación fue aislar y caracterizar las cepas de hongos endófitos 
que presentes en la planta Piper crassinervium del Jardín Botánico de La 
Universidad Tecnológica De Pereira con el fin de enriquecer el conocimiento de la 
biodiversidad de la región y evaluar la  actividad antibacteriana de los extractos de 
una de las cepas aisladas a través de prueba in vitro de microdilución frente a 
Proteus mirabilis.  
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2. MARCO TEÓRICO 
2.1. FAMILIA PIPERACEAE 
La familia Piperacea es considerada una de las familia más primitivas de los 
angioespermas, compuesta por cerca de 14 géneros y aproximadamente 2000 
especies (Quijano et al., 2006) y los géneros más abundantes son Piper, usados 
como condimentos y agentes de control de plagas (García, 1992; Arnason et al., 
2005) y Peperomia, comúnmente como planta decorativa (Dias et al., 2001). La 
familia Piperácea habita las regiones tropicales y subtropicales del mundo, son 
arbustos, herbáceas o arbóreas de más de 3 metros de altura, el tallo es articulado 
y nudoso, las hojas son enteras, dorsiventrales, alternas, raramente opuestas o 
verticiladas, pecioladas con estípula (Hutchinson, 1973) 
REINO Plantae 
SUB-REINO Tracheobionta 
DIVISIÓN Angioespermae 
CLASE Magnoliopsida 
ORDEN Piperales 
FAMILIA Piperaceae 
2.1.1. Genero Piper 
Dentro del género Piper se encuentran especies que se caracterizan por su uso en 
la medicina popular como sucede en Colombia donde están registradas 351 
especies ((ICN), 2011), donde son conocidas como cordoncillos o anises y son 
empleadas en el tratamiento de diarrea, disentería, dolores de estómago, caries 
dentales y como cicatrizante (De la Rúa, 1999), los indígenas de las tribus motilones 
y Bari en Norte de Santander usan Piper erithroxyloides como estimulante y para 
prevenir las caries (Piñeres, 1991), y en Chocó los indígenas Embera emplean 
algunas especies como antiinflamatorios, analgésicos y antirreumáticos (HUA, 
1994). Además algunas especies tiene importancia económica gracias a su utilidad 
de sus aceites esenciales para la industria farmacéutica y de condimentos ( Silva et 
al., 1999). Este género incluye arbustos y algunos árboles que crecen en lugares 
húmedos y sombreados de las zonas tropicales (García, 1992; Quijano et al., 2006). 
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Los compuestos producidos por las especies de Piper habitualmente son amidas, 
ácidos benzoicos y cromenos además de lignanos, neolignanos (Lago et al., 2004), 
flavonoides, kavapironas, piperoides, propenilfelnoles y terpenos (Parmar et al., 
1997). Algunas de las actividades biológicas manifestadas por las plantas del 
género Piper están referidas en la tabla 1. 
Tabla 1: Actividades biológicas de especies del género Piper. 
ACTIVIDAD 
BIOLÓGICA 
Especie  
Piper 
MODELO COMPUESTO REFERENCIA 
Insecticida 
P. grande 
Larvas de 
Drosophila 
melanogaster 
Extracto de 
raíces y tallos 
(hexano) y de 
raíces y hojas 
(EtOAc) 
(Granados et 
al., 2002) 
P. capense 
Larvas de 
Anopheles 
gambiae 
Aceites 
esenciales 
(Matasyoh et 
al., 2011) 
P. longum 
Larvas de Culex 
quinquefasciatus 
Extracto en 
éter de 
petróleo 
(Madhu et al., 
2011) 
P. marginatum 
 Cuarta fase de 
larval de Aedes 
aegypti  
 Disuativa de 
ovoposición en 
hembras de 
Aedes aegypti 
Aceites 
esenciales de 
hojas, tallos e 
inflorescencias 
(Autran et al. 
2009) 
Antifúngica 
P. cumanense 
 Fusarium 
oxysporum f. sp. 
Dianthi 
 Botrytis cinerea 
Derivado de 
ácido 
benzóico 
(Parra et al., 
2013) 
 P.crassiner-
vium 
 P. aduncum 
 P. hostma-
nnianum 
 P. gaudi-
chaudianum 
 Cladosporium 
cladosporioi-des 
 C. sphaero-
spermum 
Derivados del 
ácido 
benzoico 
aislados de 
extractos 
(Lago et al., 
2004) 
P. 
tuberculatum 
 Trichophyton 
rubrum 
 Microsporum 
canis  
 M. gypseum 
Extractos crudos 
de: 
 Inflorescencias, 
hojas y tallos de 
plantas 
silvestres en 
(CH2Cl2: MeOH 
(Palacios et al., 
2009) 
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ACTIVIDAD 
BIOLÓGICA 
Especie  
Piper 
MODELO COMPUESTO REFERENCIA 
(2:1), EtOH y 
decocción) 
 Plantas in vitro 
(CH2Cl2:MeOH 
(2:1)) 
Antibacterial 
P. multipliner-
vium 
S. aureus 
Ácido 3-
Farnesil-2-
hidroxibenzoic
o 
(Malami et al., 
2014) 
Detección de 
quorum 
P. delineatum Vibrio harveyi Flavonoides 
(Martín-
Rodríguez et al. 
2015) 
Antiplasmódica P. holtonii 
Plasmodium 
falciparum 
Extracto de las 
partes aéreas  
en EtOH y 
fracciones 
hexánica y 
CH2Cl2. 
(Rojas Cardozo 
et al., 2014) 
Antioxidante 
 P. 
Piedecues-
tanum 
 P. subpedale 
 ABTS•+ 
 DPPH• 
 FRAP 
 ORAC 
Extractos de 
hojas en 
hexano, CH2Cl2, 
AcOEt y MeOH 
(Mesa et al., 
2011) 
 
2.1.1.1. Piper crassinervium 
Piper crassinervium (Figura 1) es frecuentemente encontrada en el Brasil, Colombia, 
Perú y Ecuador (Danelutte et al., 2005) y popularmente conocida como Jaborandi, 
tiene una altura de aproximadamente 2.5 m, ramificación simpodial, las hojas son 
alternas, simples, pecioladas, con el limbo completo y estipulado; el ápice es 
cuspidado, de base asimétrica margen totalmente obtusa, puede medir unos 16 cm 
de largo y 7 cm de ancho, con estoma tetracítico y citocítico; el patrón general de 
venación es camptodroma-broquidódroma, la corteza del tallo contiene filamentos 
discontinuos de colenquima y tejido vascular constituido de círculos discontinuos de 
haces vasculares colaterales, parénquima de la raíz contiene braquiescleridas 
(Meyer et al., 2005). 
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En los estudios fitoquímicos de la especie Piper crassinervium  se han encontrado 
compuestos como flavonoides, hidroquinonas preniladas y derivados del ácido 
benzoico (Lago et al., 2004; Danelutte et al., 2003). 
 
Figura 1: Planta especie Piper crassinervium. 
2.2. HONGOS 
Los hongos son organismos eucariotas, heterótrofos, no son capaces de formar 
tejido, presentan un cuerpo llamado talo que puede ser unicelular (levadura) o 
pluricelular (hongos filamentosos); en el último caso el talo recibe el nombre de 
micelio y sus ramificaciones de hifas; el micelio vegetativo desempeña las funciones 
de nutrición crecimiento mientras que el de fructificación se encarga de la 
reproducción. La nutrición de los hongos se lleva a cabo a través de la pared celular 
al incorporar agua sales minerales, aminoácidos y monosacáridos, al degradar  
enzimáticamente sustancias orgánicas complejas como lípidos y polisacáridos. 
(Negroni, 2009). 
La reproducción de los hongos se da por medio de esporas, puede ser sexual 
(meiospora) originada en estructuras anamórficas o asexual (mitoespora) originada 
en estructuras teleomórficas; las características que las estructuras reproductivas 
es la base para la división tradicional del reino fungi en los filos Chytridiomycota, 
Zygomycota, Basidiomycota, Ascomycota y Deuteromycota (Carlie et al., 2001; Kirk 
et al., 2001). Los análisis filogenéticos moleculares han reorganizado algunos 
taxones de los hongos (Hibbett et al., 2007). 
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2.2.1. Filo del reino fungi según la clasificación tradicional. 
Chytridiomycota  
Su talo puede ser unicelular o micelial holo o eucarrpico, sus paredes celulares 
están compuestas por quitina y glucano, se caracterizan por producir esporas 
móviles en algún momento del ciclo de vida que puede durar desde horas hasta un 
par de días.se han encontrado generalmente en medios acuáticos, aunque se han 
aislado también de suelo y medios ácidos. La reproducción asexual ocurre mediante 
zoosporas flageladas producidas en esporangios, y la reproducción sexual se da 
mediante plasmogamia (Alexopouos et al., 1996). 
Zygomycota  
Se caracteriza por un micelio formado generalmente por hifas cenocíticas 
ramificadas, sin flagelos ni centriolos, presentan septos cuando se separan los 
gametagios y esporagioforo, los cuales pueden contener desde 50-100 esporas 
hasta 100.000, aunque no todos los tienen esporangios multiesporados (Mauseth 
2009). La reproducción sexual ocurre cuando las hifas especializadas 
(progametagios) de dos cepas de apareamiento diferentes se encuentran y se 
fusionan produciendo una zigoespora (espora de reposo) y la reproducción asexual 
sucede cuando la zigoespora germina produciendo espoangisporas libres no 
motiles (Alexopouos et al., 1996). 
Ascomycota  
Este filo se ha encontrado en ambientes terrestres, acuáticos y marinos, sus células 
presentan paredes formadas de quitina y β-glucano y no presentan células móviles. 
Su talo puede ser micelar o levaduriforme, el micelio está formado por hifas tabicada 
con paredes transversales incompletas que presentan un poro simple central, a 
través del cual se desplazan los núcleos y el citoplasma de una celula a otra, las 
hifas presentan una célula fértil (célula ascógena) en forma de saco en el que ocurre 
cariogamia y meiosis, y da como resultado generalmente 8 meiosporas endógenas 
(ascosporas). Las levaduras no forman un cuerpo fructífero, se reproducen 
asexualmente por fisión o gemación, son organismos unicelulares muy simples que 
pueden ser uninucleadas, binucleadas, incluso multinucleadas (Alexopouos et al., 
1996). 
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Su ciclo de vida (Figura 2) inicia cuando los micelios monocarióticos de diferente 
polaridad se encuentran dando paso a plasmogamia, luego empieza a proliferar las 
hifas ascógenas formando un micelio dicariótico compuesto por células que 
contienen los núcleos haploides de cada predecesor. Las hifas dicarióticas junto 
con las monocarióticas originan el cuerpo fructífero denominado ascocarpo donde 
crecen y se diferencian las hifas dicarióticas para formar los ascos mediante 
división meiótica originando cuatro núcleos haploides, luego estos núcleos se 
dividen mitóticamente dando como resultado un asco maduro que contiene ocho 
ascoesporas (Curtis & Barnes., 2004). 
 
Figura 2: Ciclo de vida Ascomicete (Taylor & Taylor; 1993). 
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Basidiomycota  
Todos tienen micelios compuestos por hifas tabicados, uni-, bi- o multinucleadas, 
con tabiques perforados por poros compuestos denominados dolíporos, sus 
paredes celulares están compuestas por quitina y glucanos, su micelio vegetativo 
se desarrolla en el suelo y resto de plantas. Su ciclo de vida (Figura 3) empieza a 
partir de basidiósporas haploides liberadas de un basidio maduro que germinan y 
originan un micelio monocariótico, estos crecen y al encontrar otro compatible se 
ponen en contacto, por plasmogamia dan como resultado una célula con dos 
núcleos no fusionados, que seguirán dividiéndose de manera conjugada para 
extender el micelio y formar el micelio dicariótico, el micelio secundario se desarrolla 
y forma el cuerpo fructífero llamado basidiocarpo (micelio trinucleado) que se 
caracteriza por ser una célula terminal en forma de clavo que se produce por 
cariogamia y meiosis produciendo 4 esporas exógenas generalmente, este cuerpo 
fructífero se encuentra constituido por un pie o estípite, un píleo y un himenio, el 
cual se encuentra formado por basidios e hifas estériles (Alexopouos et al. 1996). 
 
Figura 3: Ciclo de vida de basidiomycete. (Taylor & Taylor, 1993). 
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Deuteromycota 
Esta es una categoría informal recoge todos aquellos hongos y levaduras de los que 
se desconoce su reproducción sexual no obstante muchos de ellos tienen un ciclo 
de vida teleomorfo donde se les clasifica dentro de otro filo, por lo que es común 
que a un mismo hongo le correspondan 2 nombres válidos; Generalmente ellos 
presentan septo ramificado y septado con excepción de las levaduras (Barnett & 
Hunter, 1972; P.M. Kirk et al., 2008). Se han designado los siguientes órdenes para 
facilitar la identificación (Rivera, 1999): 
Hyphomycetes: tiene micelio con conidios, conidióforos separados o reunidos en 
coremios o esporodoquios, entre los cuales están incluidos los antiguos Moniliales 
donde los conidióforos y conidios se producen y distribuyen libremente por el 
micelio. Los conidióforos pueden estar separados, en grupos, o en grupos 
apretados. 
Coelomycetes: poseen micelio bien definido y sus conidioforos se forman dentro 
de acérvulos y picnios. Se clasifican en: 
Sphaeropsidales que poseen conidióforos y conidios contenidos dentro de 
cuerpos fructíferos asexuales llamadas picnidios. 
Melanconiales tienen conidios típicamente producido en condiciones naturales en 
una acervulos, un cuerpo fructífero con forma de platillo abierto. 
Agonomycetes (micelios Estériles) Las especies de este formulario de pedido son 
genéticamente incapaces de producir conidios o cualquier tipo de células 
reproductoras. 
2.2.2. Filo del reino fungi según la nueva clasificación. 
Los análisis filogenéticos moleculares han permitido realizar un a re-clasificación 
(Figura 4) más precisa de las especies del reino fungi, ahora Ascomycota y 
Basidiomycota se encuentran dentro del subreino Dikarya, algunos géneros del filo 
Chytridiomycota están dispersos en los nuevos filos Blastocladiomycota y 
Neocallimastigomycota, los taxones ubicados tradicionalmente en Zygomycota son 
reubicados el filos Glomeromycota y en los taxones de relación genéticamente 
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inciertas como son los subfilos Entomophthoromycotina, Kickxellomycotina, 
Mucoromycotina y Zoopagomycotina. (Hibbett et al., 2007). 
 
Figura 4: clasificación filogenética de los hongos (Hibbett et al., 2007). 
Filo Microsporidia 
Es un grupo diverso de parásitos intercelulares que forman esporas eucariotas, 
antes se incluyó dentro de los protozoos, pero recientemente se ha clasificado como 
hongo (Garp. 2013). 
Subfilo Entomophthoromycotina. 
Son conocidos por ser patógenos y saprobios de artrópodos, por lo general 
producen una infección muy agresiva que mata al hospedante mediante la 
propagación de su micelio o células levaduriformes por el cuerpo de la víctima, 
mediante la formación de esporas o propágulos adhesivos. Su micelio suele estar 
dividido por tabiques que pueden contener un número indeterminado de núcleos, a 
veces hay tendencia a la fragmentación, dando lugar a los cuerpos hifales. Forman 
conidióforos simples o ramificados que producen apicalmente un único conidio 
primario y cuando no encuentran un sustrato apropiado puede producir un conidio 
secundario (Benny et al., 2014). 
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Subfilo Zoopagomycotina 
Son parásitos obligados de otros hongos o animales pequeños como amebas, 
rotíferos, nematodos y sus huevos; sus hifas son cenocíticas o tabicadas. El talo 
puede o no ser ramificado, su reproducción sexual se lleva a cabo a través de 
conidios o por merospongangios uni o multi esporados, los conidios se forman como 
esporas individuales o cadenas de muchos meronspagios simples o ramificadas, 
también se reproduce por artrosporas y clamidosporas. La reproducción sexual es 
por la formación de zigosporas (Benny et al., 2014). 
Subfilo Kickxellomycotina 
Son hongos saprobios, micoparásitos o simbiontes obligados, su talo surge de un 
disco que se adhiere a otros hongos como un parásito haustorial. El micelio puede 
o no ser ramificado, regularmente es tabicado y sus  hifas son subaéreas. La 
reproducción asexual es por merosporangia de 1 o 2 esporas, tricosporas o 
artrosporas y la reproducción sexual por zigosporas que son globosas, bicónica o 
alantoides en espiral (Hibbett et al., 2007). 
Subfilo Mucoromycotina 
Este taxón recoge a un grupo de hongos extendidos, saprobios, caracterizados por 
la presencia de hifas cenocíticas, presentan una fase sexual con la formación de 
una zigospora Su micelio presenta un aspecto lanoso que puede alcanzar varios 
centímetros de altura de color blanco-gris, aunque es poco común encontrarlos 
naranja o marrón, sus hifas se caracterizan por sus paredes delgadas, compuestas 
principalmente por quitina y glucanos, presentando generalmente ramificaciones en 
ángulos rectos Los mucormycetes y un rápido crecimiento en medios con alto 
contenido de azúcar y se pueden encontrar en ecosistemas terrestres y acuáticos. 
Son capaces de infectar plantas, animales y seres humanos (Álvarez Duarte, 2013). 
Filo Blastocladiomycota 
Su reproducción asexual por medio de zoospora con un solo flagelo complejo de 
paredes gruesas y resistentes, su fase sexual es a través de planogametos, sin 
embargo es inusual la alternancia de sus generaciones haploides y diploides. Las 
hifas son comúnmente rizoides, su micelio es monocéntrico o policéntrico. Suele ser 
parásito de plantas y animales (Stajich et al., 2009). 
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Filo Chytridiomycota 
Están formado por un talo monocéntrico, policéntrico o filamentoso; posee un único 
flagelo posterior, cinetosoma y centriolo no funcionales, aparato de Golgi con 
cicsternas apiladas, envoltura nuclear fenestrada en los polos durante la mitosis; su 
reproducción asexual es a través de zooesporas y la reproducción sexual a través 
de meiosis cigótica; (Hibbett et al., 2007). 
Filo Neocallimastigomycota 
Talo monocéntrico o policéntrico; anaeróbico, que se encuentra en el sistema 
digestivo de los mamíferos herbívoros más grandes(Gruninger et al. 2014), carece 
de mitocondrias pero contiene hidrogenosomas de origen mitocondrial; zoosporas 
uniflageladas posterior o poliflageladas, (Hibbett et al., 2007). 
Filo Glomeromycota. 
Este filo es prácticamente desconocido que incluye los hongos formadores de 
micorrizas arbusculares, se componen de simbiontes obligados que producen 
esporas con paredes de varias capas que se unen a las hifas no septadas; aún no 
se ha reportado evidencia de reproducción sexual (Redecker, 2008). 
2.3. HONGOS ENDÓFITOS 
Se denomina endófitos a los microorganismos que viven en el interior de tejidos 
vegetales vivos al menos en una parte de su ciclo de vida sin que el hospedero 
manifieste perjuicio alguno (Bacon & White, 2000; Rodríguez et al., 2009), 
incluyendo dentro de esta definición hongos saprófitos y patógenos latentes (Petrini, 
1991). Los hongos endófitos pueden ser transmitidos de forma horizontalmente a 
través del entorno o vertical a través de las semillas gracias a una relación 
mutualista con el anfitrión, esta transmisión ha sido demostrada es común y casi 
exclusiva en pastos mientras que la horizontal se ha encontrado que es más común 
en todo tipo de plantas (Bloomberg, 1966). En algunas ocasiones la asociación entre 
endófitos y hospederas llegan a ser mutualistas, las planta brindan nutrientes y 
protección a los hongos endófitos, los cuales le ofrecen tolerancia al estrés biótico 
y abiótico por medio de la producción de enzimas y metabolitos secundarios, 
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induciendo o aumentando los mecanismos de defensa de la planta (Gao, Dai, & Liu, 
2010). 
 
Figura 5: Hongo endófito que vive dentro de la planta de cacao (STRI, 2014) 
La relación asintomática entre hongo endófito y la planta es transitoria, ya ambos 
organismos producen metabolitos potencialmente tóxicos para el otro, su 
convivencia es una relación de “antagonismo balanceado” que depende del 
equilibrio entre los factores de virulencia del hongo y los factores de defensa de la 
planta que a la vez son afectado por factores ambientales (Schulz & Boyle, 2005). 
Si los factores de virulencia superan a los de defensa de la planta esta enfermaría, 
si sucede a la inversa el hongo seria eliminado y bajo el efecto de condiciones 
ambientales o propias muchos hongos podría manifestar su patogenicidad latente 
(Arnold, 2008); la combinación de metabolitos de la planta y con las interacciones 
de los hongos endófitos puede manifestar “sinergismo balanceado” (Kusari, et al., 
2013). 
Los hongos se dividen según su filogenia en Clavicipitáceos (grupo 1) que colonizan 
los pastos y no Clavicipitáceo los cuales colonizan las plantas vasculares, helechos, 
coníferas y angiospermas (Rodríguez et al., 2009) y están divididos en 3 grupos. El 
grupo de los clavicipatáceos se transmiten verticalmente, incluye especies 
simbiontes, relacionadas con hongos insectos junco y juncias (Bacon & White, 
2000), le confieren a sus hospederos resistencia a herbívoros (Clay, 1990) y 
tolerancia al estrés biótico y abiótico (Malinowky & Belesky, 2000). 
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La segunda clase de los no clavicipitáceos están conformados por el subreino 
Dikarya, su colonización ocurre por penetración hifal de los tejidos vegetales, o por 
apresorios, su transmisión horizontal es por medio de esporas y vertical vía 
tegumentos de semillas y/o rizoma. Se caracterizan colonización asintomática y 
rápida esporulación y emergencia durante la senescencia de la planta, se conoce 
que fomentan el incremento de biomasa en tallos y raíces mediante inducción de 
producción de fitohormonas síntesis de metabolitos que simulan estas funciones de 
estas (Tudzynski & Sharon, 2002), otorga tolerancia al estrés biótico y abiótico 
(Arnold et al., 2003) y adaptación al habitad (Rodriguez et al. 2008). 
La tercera clase de los no clavicipitáceos pertenece principalmente al subreino 
Dikarya, está ligada a una amplia diversidad en tejidos aéreos, plantas y 
poblaciones de árboles tropicales (Arnold et al., 2000), coníferas, angiospermas 
leñosas y herbáceas, no vasculares y vasculares sin semilla (Murali et al., 2007; 
Rodriguez et al., 2008). Manifiestan transmisión horizontal formando infecciones 
localizadas en tejidos vegetativos y reproductivos (Barengo et al., 2000), 
excepcionalmente en semillas (Arnold et al., 2003). Se ha descubierto que confiere 
a sus hospederos de beneficios no necesariamente de adaptación al habitad 
(Rodriguez et al., 2008). 
La cuarta clase de los no clavicipitáceos comprende principalmente hongos 
Ascomycetes conidiales o estériles que forman estructuras melanizadas como hifas 
inter e intracelulares y microsesclerocios en las raíces, colonizan específicamente 
las raíces (Rodriguez et al., 2008), aunque tiene poca especificidad de huésped y 
habitad; su transmisión es horizontal (Jumpponen and Trappe, 1998) y confieren 
beneficios no adaptativos al habitad (Rodriguez et al., 2008). 
El análisis cienciométrico del término “Endophytic fungi” realizado en la base de 
datos de 2 editoriales muestra la existencia de 4166 publicaciones relacionadas con 
“Endophytic fungi” en la base de datos Scopus a partir del año 1926, de los cuales 
89.7% corresponden a artículos 41 documentos son patentes y 460 publicaciones 
se realizaron en Latinoamérica (Scopus, 2016); además AuthorMapper guarda 
registro de 5266 resultados vinculados al mismo término desde 1932, los cuales 558 
se efectuaron en Latinoamérica (AuthorMapper, 2016). 
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2.3.1. Hongos Endófitos En La Familia Piperaceae 
Los documentos ligados a “Endophytic fungi AND Piperaceae” registrados en 
Scopus son 41 entre los cuales 39 también están relacionados con el género Piper, 
y en AuthorMapper existen 43 entre estos 33 están enlazado a Piper 
(AuthorMapper, 2016; Scopus, 2016). Algunos de los hongos endófitos encontrados 
en las plantas del genero Piper están registradas en la Tabla 2. 
Tabla 2: Hongos endófitos encontrados en el género Piper. 
ESPECIE 
VEGETAL 
HONGO ENDÓFITO REFERENCIA 
Piper hispidium 
Colletotrichum sp. 
Colletotrichum gloeosporioides 
Colletotrichum theobromicola 
Alternaria mali 
Alternaria sp. 
Lasiodiplodia theobromae 
Schizophyllum commune 
Phlebia sp. 
Marasmius cladophyllus 
Phomopsis sp. 
Bipolaris sp. 
Phoma herbarum 
Colletotrichum boninense 
Bipolaris sorokiniana 
Glomerella cingulata 
Diaporthales sp. 
(Orlandelli et al., 2012) 
Piper adumcum Xylaria sp. 
(Oliveira et al., 2011) 
(Silva et al., 2010) 
Piper nigrum 
Muscondor albus (Banerjee et al., 2014) 
Colletotrichum gloeosporioide (Chithra, et al., 2014) 
Mycosphaerella sp. (Chithra et al., 2014) 
Piper guineense Fusarium sp. 
(Kongue Tatong et al., 
2014) 
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2.3.2. Metabolitos Secundarios Bioactivos De Hongos Endófitos 
Para el descubrimiento de metabolitos secundarios de microorganismos endófitos, 
primero se realiza la selección de las plantas sin síntomas de enfermedad que 
crecen rodeadas de otras plantas infectadas por patógenos o atacadas por 
herbívoros, porque se presume la posibilidad de encontrar hongos endófitos con 
metabolitos secundarios propiedades antimicrobiana e insecticidas; también se 
seleccionan plantas que habitan zonas de alta biodiversidad, que tienen 
antecedentes entnobotánicos de interés investigativo o con uso en la medicina 
tradicional, plantas con estrategias especiales de supervivencia o viven ambientes 
únicos, o plantas endémicas que poseen una longevidad inusual u ocupan 
extensiones de tierra poco convencionales (Strobel et al., 2004; Strobel & Daisy, 
2003). 
Luego del aislamiento de los hongos endófitos se realiza la clasificación taxonómica 
de los mismos y se pre-selecciona los microrganismos con los cuales se realiza un 
cultivo a pequeña escala para preparar los extractos de medio de cultivo y micelio, 
por último se realizan las pruebas biológicas preliminares mediante bioensayos. Los 
metabolitos producido de hongos endófitos de Piper a parecen en la tabla 3 con la 
bioactividad que manifiestan. 
Tabla 3: Metabolitos aislados de hongos endófitos de plantas del genero 
Piper. 
Piper HONGO 
ENDÓFITO 
METABOLITO REFERENCIA 
P
. 
lo
n
g
u
m
 
Periconia sp 
 
Piperina (Antibacterial) 
(Verma et al., 
2011) 
P
. 
n
ig
ru
m
 
Colletotrichum 
gloeosporioides 
(Chithra et al., 
2014) 
Mycosphaerell
a sp. PF13 
(Chithra, et al., 
2014) 
Muscodor 
albus MOW12 
Mezcla volátil de Etanol, 2-Metil-1-propanol, Ácido 
2-Methil-propanoico metil ester, Pentanal, 2-
Methil-1-butanol, Hexanal, acetato de 3-Metil-1-
butanol, 2-Metil-1-butanol, Hexanol, estireno 
(Antifungica) 
(Banerjee et 
al., 2014) 
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Piper HONGO 
ENDÓFITO 
METABOLITO REFERENCIA 
P
. 
g
u
in
e
e
n
s
e
 
Fusarium sp 
 
Bracomeno 
(Kongue 
Tatong et al., 
2014) 
 
Beauvericina  
 
fusaproliferin  
 
Radicinin 
 
 
 
PHB 
 
 
X-Y: CH2-CH2. 
X-Y: CH=CH 
Derivados de N-metil-pyrrolidona. 
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Piper HONGO 
ENDÓFITO 
METABOLITO REFERENCIA 
P
. 
a
d
u
m
c
u
m
 
Xylaria sp 
 
R: H. Ácido 9,15-Dihydroxi presilphiperfolan-
4-oico  
R: COCH3. Ácido 15-Acetoxi-9-hydroxi 
presilphiperfolan-4-oico  
(Silva, et al., 
2010) 
 
Phomenone (citotóxica y antifungica) 
 
Phaseolinone (citotóxica y antifungica) 
 
 
Ácido (3R,4R)-3,4-dihidro-4,6-dihydroxi-3-
metil-1-oxo-1H-isochromene-5-carboxilico. 
(Antifúngica e inhibición de 
acetilcolinesterasa) 
(Oliveira et al., 
2011) 
 
Citocalasinas. (Citotóxicas antifúngicas) 
(Silva, et al., 
2010) 
 
21 
 
2.3.2.1. Metabolitos De Hongos Endófitos Con Actividad 
Antibacteriana 
Desde 1994 se han registrado en Scopus 337 documentos que contienen 
“Endophytic Fungi AND Antibacterial Activity” de los cuales el 92.3% son artículos y 
el area más representativa es farmacologia, toxicologia y farmacos como lo enseña 
la figura 6 y el 40.9% de las publicaciones se han realizado en China (Scopus, 2016). 
En automapper este criterio de busqueda arroja 877 resultados donde India 
encabeza la lista de paises de mayor cantidad de resultados con 214 publicaciones 
(AuthorMapper, 2016). 
.  
Figura 6: relación de documentos relacionados a hongos endófitos y actividad 
antibacteriana por materia(Scopus, 2016). 
Apenas existen 3 documentos registrados en Scopus ligados a los terminos 
busqueda ”Endophytic Fungi AND Piper AND Antibacterial Activity” los 
incluidos en la  
Tabla 4 que contiene el listado de hongos endofitos con actividad antibacteriana 
contienen algunos géneros que tambien han sido aislados de plantas Piper (Scopus, 
2016). El mismo criterio de busqueda arroja 2 resultados en Authormapper el cual 
uno es un libro(AuthorMapper, 2016b). 
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Tabla 4: Hongos endófitos que manifiestan actividad antibacteriana 
HONGO 
ENDOFITO 
PLANTA 
METABOLITO 
EXTRACTO 
MODELO DE 
ENSAYO 
REFERENCIA 
Xylaria sp. NCY2 
Torreya jackii 
Chun 
(Taxaceae) 
 1-(Xylarenona A) 
 Xylariato A 
 Ácido xylarioico 
B 
 Xylariolide A 
 Xylariolide B 
 Xylariolide C 
 xylariato de 
metilo C 
 Xylariolide D 
 Taiwapyrona 
 E. coli ATCC 
25922,  
 B. subtilis 
ATCC 9372 
 S. aureus  
ATCC 25923 
(Hu et al., 
2010) 
Phoma 
Dendrobium 
devonianum 
Extracto crudo de 
EtOH 
E. coli  
(Xing et al., 
2011) 
Colletotrichum 
gloeosporioides 
Vitex negundo 
L. (Lamiaceae) 
 Extracto crudo de 
hexano, AcOE y 
MetOH 
 S. aureus 
MTCC 3160 
 B. subtilis 
MTCC 619 
 E. coli MTCC 
4296 
 P. aeruginosa 
MTCC 2488 
 10 cepas 
clínicas de S. 
aureus  
(Arivudainambi 
et al., 2011) 
Fusarium 
redolens 
Dioscorea 
zingiberensis 
Beauvericina 
 B. subtilis 
 Staphylococcu
s haemolyticus 
 Pseudomona 
lachrymans 
 Agrobacte-
rium 
tumefaciens 
  E. coli  
 Xanthomonas 
vesicatoria 
(Xu et al., 2008) 
Phomopsis sp 
Cistus 
salviifolius 
(Cistaceae) 
Pyrenocines J-M 
 E. coli  
 B. megaterium 
(Hussain et al., 
2012) 
Periconia sp. Piper longum Piperina 
 Mycobacteriu
m tuberculosis 
 M. smegmetis 
(Verma et al., 
2011) 
15 tipos de 
hongos 
endófitos. 
Piper adumcum Filtrado de cultivo 
Mycobacterium 
tuberculosis 
(de Lima et al., 
2011) 
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HONGO 
ENDOFITO 
PLANTA 
METABOLITO 
EXTRACTO 
MODELO DE 
ENSAYO 
REFERENCIA 
1 hongo 
endófito 
Piper crocatum 
Extracto del caldo 
AcOEt 
B. subtilis 
(Astuti & 
Nababan, 
2014) 
4 hongos 
endófitos 
Piper hispidum 
Extracto del caldo 
AcOEt 
 Enterococcus 
hirae 
 E.coli 
 Micrococcus 
luteus 
 Salmonella 
typhi 
 S. aureus 
(Orlandelli et 
al., 2012) 
 
2.4. IDENTIFICACION DE HONGOS 
El primer método de clasificación de las especies de hongos se basa en caracteres 
morfológicos, principalmente los de estructuras reproductivas, pero los 
procedimientos de clasificación presentan limitaciones como la esterilidad de los 
cultivos de hongos que no han desarrollado estructuras reproductivas o similitud 
morfológica entre los miembros de diferentes especies, pero la incorporación de 
caracteres bioquímicos y moleculares en taxonomía fúngica como isoenzimas, 
secuencias de nucleótidos ha contribuido a resolver tales problemas (Petisco et al. 
2008). Las técnicas genotípicas son una forma de rápida identificación de los 
microorganismos que presentan algunas limitaciones técnicas debido a la 
complejidad del protocolo, los costos de reactivos, las opciones de cebadores 
específicos para cada especie, y la sensibilidad a las mutaciones (Santos et al., 
2010). Las pruebas fisiológicas, que han sido establecidos para bacterias y 
levaduras, están disponibles sólo para un número limitado de especies (Fischer & 
Dott, 2002; Rozynek et al., 2004). 
2.4.1. Identificación Morfológica 
Para la identificación por media de características morfológicas de los hongos 
aislados se debe  realizar un registro escrito y fotográfico del desarrollo de las cepas 
aisladas; parte de la información que se debe tener para poder comparar con las 
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cepas obtenidas con las registradas en la literatura se presenta a continuación en 
las tabla 5. 
Tabla 5: Características morfológicas de los hongos (Watanabe, 2001) 
CARACTERÍSTICA OBSERVACION 
M
A
C
R
O
S
C
Ó
P
IC
A
 
Color y Matiz Superficie y Reveso 
Textura 
Algodonosa, encogido, descuidado, resupinado, 
aterciopelado, polvosa, empapado, empotradas, tipo 
levadura, pegajoso, homogénea o heterogénea, 
presencia o ausencia de elevación. 
borde Suave, irregular, definido, extendido. 
Patrón Zonado, radial, florido, aracnoides 
Pigmento exudado Color, acuoso 
M
IC
R
O
S
C
O
P
IC
A
 
tamaño Largo y ancho 
color De acuerdo a una carta de color estandar 
Forma general 
Tabicado, aseptados, ubicación tabique, Conexión 
directa, hyphopodia, apresorios, clamidosporas, 
rizomorfos, Sinema. 
Forma de distintas 
clases 
 Hongos Mastigomycetos 
 Hongos Zygomycetos 
 Hongos Mitoespóricos 
 Hongos Ascomicetos 
 Hongos Basidiomycetes 
Número 
Cantidad de tabique de esporas, flagelo de zoosporas, 
oosporas por oogonio, glóbulos,  ascosporas por ascos y 
basidiosporas por basidio, etc. 
Estructuras 
internas y 
externas de los 
tejidos 
Liso, equinulado, verrugoso, textura de peridio, 
tejidos o componentes de ascocarpo, picnidios, 
presencia o ausencia de hifas primaria, hifas 
esqueleto, y/o hifas unidas 
Presencia o 
ausencia de 
protuberancias 
Número y forma 
proliferación Interna o externa 
Modelo de 
germinación 
Germinación directa (por tubos germinales) 
Germinación indirecta (por zoosporas) 
Tipo de 
comportamiento 
Monoplanetismo, diplanetismo, poliplanetismo 
 
2.4.2. Identificación Espectroscopia Infrarrojo 
La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica 
poderosa para caracterizar la composición química de muestras muy complejas, 
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tales como microorganismos debido a su sensibilidad y relativo bajo costo; se basa 
en el estudio de la interacción de haz infrarrojo con los enlaces químicos de las 
moléculas. Esta técnica se ha aplicado en el control de calidad, identificación de 
hongos filamentosos y levaduras (Dixit et al., 2014; Erukhimovitch et al,. 2005) 
La región del infrarrojo del espectro electromagnético medio (400-4000 cm1) es la 
más frecuentemente utilizada para el análisis de la absorbancia característica 
específica y huellas dactilares (800-1800 cm-1) de las moléculas orgánicas (Smith, 
1996). La relación entre las bandas del espectro IR con diferentes grupos 
funcionales de biomoléculas son presentados en la tabla 6. 
Tabla 6: Grupos funcionales asociados a las principales bandas de vibración de 
espectros IR medio y su posibles vinculación a biomoléculas. (Krishnamurthy et al., 
2010) 
NÚMERO DE 
ONDA cm-1 
GRUPOS FUNCIONALES 
3100 N-H estiramiento de amida A en proteínas 
2960 C-H asimétrica estiramiento de -CH 3 en ácidos grasos 
2930 C-H asimétrica estiramiento de>-CH 2 en ácidos grasos 
2898 C-H estiramiento de ⩾C-H de aminoácidos 
2870 C-H estiramiento simétrico de -CH 3 en ácidos grasos 
2850 C-H estiramiento simétrico de> CH 2 en ácidos grasos 
1740 >C=O estiramiento de ésteres lipídicos 
1715 >C=O estiramiento de éster, en ácidos nucleicos y ácidos carbónicos 
1695-1675 Componentes de la banda amida I de proteínas 
1655 Amida I de las estructuras de α-helicoidal de proteínas 
1637 Amida I de las estructuras de lámina β plisada de proteínas 
1550-1520 Banda Amida II de la proteína, banda Tirosina 
1515 C-H deformación de> CH 2 en las proteínas lípidos 
1468 
C-O-H flexión en el plano en carbohidratos, columna vertebral 
del ADN / ARN, proteínas 
1415 
C=O estiramiento simétrico del grupo COO- en aminoácidos, 
ácidos grasos 
1400 Componentes de la banda amida III de proteínas 
1310-1240 
P=O asimétrica estiramiento de fosfodiésteres en los fosfolípidos 
C-O-C, C-O dominado por las vibraciones del anillo en diversos 
polisacáridos 
1240 P=O estiramiento simétrico en el ADN, ARN y fosfolípidos 
 
 
26 
 
 
2.5. ANTIBIOSIS 
Cuando un microorganismo inhibe o destruye a un organismo por medio de la 
producción metabólica de pequeñas moléculas tóxicas, compuestos volátiles y de 
enzimas líticas que disuelven los polímeros estructurales de la pared celular de la 
mayoría de los microorganismos se considera que es un microorganismo 
antagonista (Fravel, 1998; Brodhagen, Henkels, and Loper, 2003)  
2.5.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA 
Los métodos de evaluación de actividad antimicrobiana se clasifican en métodos de 
difusión, de dilución y bioautográficos. Los métodos de difusión se emplean en 
ensayos de sustancias puras en especial las polares,  con estos no se determina la 
concentración mínima inhibitoria ya que no es posible conocer con exactitud la 
cantidad de sustancias difundida en el agar. Los métodos bioautográficos son 
similares al anterior salvo que los compuestos se son adsorbidos en una placa de 
sílica o papel para cromatografía. Los métodos de dilución se emplean para ensayos 
de extractos complejos o sustancias puras sin importar la polaridad, permite la 
determinación de la concentración mínima inhibitoria y bactericida (Choma & 
Grzelak, 2011). 
2.5.1.1. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA POR MICRODILUCIÓN 
Este método se basa en la determinación del crecimiento del microorganismo en 
presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano, que se encuentra 
diluido en el medio de cultivo, se emplea el sistema de inoculación múltiple  con la 
utilización de micropipetas y placas de multititulación. Tradicionalmente estos 
métodos se han venido usando para la determinación de la concentración mínima 
inhibitoria En la mayoría de los casos se preparan diluciones del antimicrobiano en 
progresión en base 2 utilizando un medio de cultivo adecuado; posteriormente se 
inocula dicho medio y tras la correspondiente incubación para permitir el crecimiento 
del microorganismo se realiza la lectura de turbidez u fluorescencia, determinando 
qué concentración causa la inhibición del crecimiento del microorganismo. Es un  
método indicado cuando, además de la actividad inhibitoria, se quiere determinar 
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también la actividad bactericida. La gran cantidad de variables (dependientes del 
microorganismo, del medio de cultivo, del inóculo) que influyen en los métodos  de 
dilución son responsables de oscilaciones en el resultado finalmente obtenido, por 
lo que para su correcta evaluación es necesario que se realicen de forma 
estandarizada; en comparación con los métodos de difusión, los métodos de 
dilución son técnicamente más complejos y casi siempre más costosos, sin embargo 
la microdilución permite obtener resultados más rápidos (C. E. A., 2015).  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
Los hongos endófitos son microorganismos que colonizan tejidos internos de 
plantas vivas al menos una etapa de su ciclo de vida sin causar daño alguno (Carlie 
et al., 2001) ellos presentan gran difusión en las especies vegetales de todos los 
climas incluso ambientes extremos (Chowdhary et al., 2012), se ha encontrado que 
producen sustancias que son útiles para la medicina y la agricultura, en algunos 
caso se ha reportado el efecto benéfico que tiene las plantas que los hospedan 
(Zhanget al., 2006; Redman et al., 2002); Las plantas de la familia Piperaceae 
habitan en las zonas tropicales, por lo que en algunas especies se han encontrado 
habitadas por hongos endófitos. 
Existe una alta probabilidad de que las plantas del genero Piper crassinervium del 
Jardín Botánico de La Universidad Tecnológica de Pereira endémica de la región 
cafetera sea hospedero de hongos endófitos que manifiesten actividad 
antibacteriana, por esto el objetivo de este trabajo fue confirmar la presencia de 
hongos endófitos de las hojas de Piper crassinervium realizando una descripción 
detallada de la morfología y se seleccionó 3 hongos para evaluar la actividad 
antimicrobiana de sus extractos.  
La planta Piper crassinervium se encuentra en el Jardín Botánico de La Universidad 
Tecnológica De Pereira es endémica de la región, sobre la cual no se reportado 
aislamientos de microorganismos endófitos, no obstante ellos están ampliamente 
distribuidos en todos los ecosistemas por tal motivo los hongos endófitos aislados 
en este trabajo podrían ser interesantes para el aislamientos de nuevos compuestos 
con cualidades antibacterianas o citotóxicas (Hazalin et al. 2009); por lo tanto este 
trabajo pretende ampliar el conocimiento de la biodiversidad de la región, 
especialmente sobre estos organismos poco estudiados. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
La familia  Piperaceae son angiospermas basales ricos en compuestos  como 
fenilpropanoides (Orjala et al., 1993), lignanos, neolignanos (Felippe et al., 2008), 
pironas, amidas alifáticas y aromáticas ( Silva et al., 2002), alcaloides (Dodson et 
al., 2000),  derivados del ácido benzoico, cromenos (Morandim et al., 2005), esta 
familia está distribuida por los bosques húmedos de Asia, África y Latinoamérica; 
comprende arbustos, herbáceas o leñosas, su tallo es articulado, hojas alternas, 
hipoestomática y percioladas (Meyer et al., 2005). En la familia Piperaceae también 
se han encontrado hongos endófitos, como es el caso de la planta Piper aduncun 
en la cual fue aislada  la cepa de Xylaria sp, (Silva et al., 2010); no obstante la 
verificación de la presencia de hongos endófitos en la especie Piper crassinervium  
no se ha realizado hasta la fecha pero, se ha reportado la producción sustancias  
con  actividad antifúngica  (Lago et al., 2004).   
Los hongos endófitos son una fuente poco explorada de metabolitos secundarios, 
como el Taxol con actividad anticancerígena,  antioxidantes y antiparasitarios (Kaul 
et al., 2012);  no obstante  su potencial biaoactividad ha iniciado el auge de la 
investigación de estos microorganimos lo que ha permitido por ejemplo, descubrir  
que el hongo endófito Massrison sp  aislado en R. glutinosa produce Massarigenina 
D, como metabolito con notable actividad citotóxica en células humanas normales, 
carcinoma de células hepáticas,  de células pulmonares y de pecho  (Sun et al., 
2011); el aislamiento e identificación de los hongos endófitos presentes en cada 
especie facilita el descubrimiento de nuevas sustancias útiles para la medicina y la 
agricultura. 
Uno de los principales problemas que ha venido enfrentando la ciencia médica  es 
el crecimiento de la cantidad de microrganismos resistentes a compuestos 
antimicrobianos, algunos de ellos responsables  de varias enfermedades 
contagiosas; esto ha motivado las investigaciones en búsqueda nuevos fármacos 
antimicrobianos. El tamizaje es etapa para determinar la susceptibilidad de los 
microorganismos a cualquier sustancia este  se realiza mediante ensayos  in vitro 
(Ismail et al., 2010); en algunos de ellos  los extractos  de  hongos endófitos han 
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manifestado esta actividad, por ejemplo Phomopsis (Horn et al. 1995; Rodrigues, 
Hesse et al., 2000; Weber et al.,  2004), Colletotrichum (Lu et al., 2000; Zou et al., 
2000; Arivudainambi et al., 2011) y Aspergillus (Li et al., 2005; Ramasamy et al., 
2010). 
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4. OBJETIVOS 
4.1. OBJETIVO GENERAL 
Evaluar la actividad antibacteriana de una cepa de hongos endófitos aislada e 
identificada en la especie Piper crassinevium (Piperaceae) que se encuentran en el 
Jardín Botánico de la Universidad Tecnológica de Pereira. 
4.1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 Aislar las cepas de hongos endófitos que se encuentren en las hojas de especie 
Piper crassinevium hallada en el Jardín Botánico. 
 Describir  las características morfológicas macroscópicas, microscópicas y por 
espectroscopia infrarrojo de los hongos endófitos aislados. 
 Evaluar la actividad  antibacteriana de un hongo endófito contra la bacteria 
Proteus mirabilis mediante el método de microdilución 
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5. METODOLOGÍA 
 
FIGURA 7: Esquema de trabajo 
 
5.1. RECOLECCION MATERIAL VEGETAL 
La recolección del material vegetal se realizó en el Jardín Botánico de la Universidad 
Tecnológica de Pereira, fueron recogidos tallos y hojas de la  planta  de la especie 
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Piper crassinervium en las coordenadas 4º47’21.5”N -75º’47’19.7”W mostrada en la 
figura 8, después fueron transportadas al laboratorio de Biotecnología y Productos 
naturales en bolsas plásticas selladas y rotuladas el mismo día. 
 
Figura 7: Coordenadas de ubicación de la planta de Piper crassinervium 
  
5.2. DESINFECCIÓNDEL MATERIAL VEGETAL 
La desinfección de las hojas recolectadas se llevó a cabo el mismo día de la 
recolección mediante lavados continuos en hipoclorito basados en la metodología  
y etanol como lo expone la figura 9 posteriormente se efectuó la siembra del material 
vegetal. 
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FIGURA 8: metodología de lavado y desinfección del hojas de Piper 
crassinervium. 
5.3. AISLAMIENTO DE LOS HONGOS ENDOFITOS 
Las hojas desinfectadas se cortaron en fragmentos de aproximadamente 0.5 cm2  
procurando exponer el tejido interno y cuatro fragmentos fueron sembrados en cajas 
de 10 cm de diámetro de agar bacteriológico suplementado con Clorafenicol 150 
ppm, por cada tratamiento fue realizada la siembra por triplicado. El micelio crecido 
alrededor de los fragmentos fue re-sembrado por picadura en cajas de 10 cm de 
diámetro de PDA suplementado con Clorafenicol 300ppm (explante), esto se repitió 
periódicamente separando los distintos morfotipos que fueron encontrados hasta 
obtener cultivos puros. Los hongos fueron identificados inicialmente según la figura  
10 y después de  
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Con el fin de verificar que los hongos aislados fueran efectivamente endófitos se 
sembró en agar bacteriológico el agua utilizada en el último enjuague de las hojas 
y se incubo durante 8 días. Para evaluar la efectividad de los tratamientos 
empleados se realizó un análisis ANOVA de la cantidad de hongos aislados por 
explante  
 
FIGURA 9: Código asignado para identificar las cajas de los hongos aislados.  
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5.4. CARACTERIZACION DE LOS AISLAMIENTOS 
5.4.1. EVALUACIÓN DE CÁRCTERES MORFOLÓGICOS 
Para la caracterización morfológicas de los hongos endófitos llevó registro la 
coloración, forma, textura y crecimiento observado en colonias en las cajas de Petri, 
además se realizó el registro de las observaciones realizadas en el microscopio a 
40x de las impresiones en cinta adhesiva de los cultivos después de la tinción  de 
hifas con azul de lactofenol, (Carrillo 2003), para comparar lo manifestado con otras 
referencias como (Barnett & Hunter, 1972; Watanabe, 2001). 
5.4.2. CARACTERIZACIÓN MEDIANTE ESPECTROSCOPIA 
INFRARROJO 
La preparación de las muestras de los hongos endófitos aislados se ejecutó como 
está expuesto en la figura 11, registro de los espectros infrarrojos se realizó en el 
equipo Agilient Cary 630 de la escuela de Química de la Universidad Tecnológica 
de Pereira mediante el método Path length ATR, y resolución de 4 cm-1 en un 
intervalo de 600 a 4000 cm-1. Los resultados de la lectura se estudiados a través de 
análisis multivariado de conglomerados con el software estadístico INFOSTAT 
versión estudiantil, para agrupar los hongos según la similitud química que 
presenten (Dixit et al., 2014; Lecellier et al., 2015) .  
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FIGURA 10: Diagrama del procedimiento para preparación de las muestras 
para análisis IR. 
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5.5. CONSERVACIÓN DE LOS HONGOS ENDÓFITOS 
5.6. EXTRACCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS 
El cultivo fresco de los hongos endófitos aisladdos 18, 19 y 20 fueron inoculados 
500 mL de PDA diluido al 0,2% durante 40 días en oscuridad a 28°C. Después de 
la fermentación se separó el medio del micelio por filtración usando papel filtro 
cualitativo y se extrajo de con 2,5 L de acetato de etilo, finalmente se separó el 
solvente empleado un rotaevaporador (Hazalin et al. 2009). 
5.7. ENSAYO ACTIVIDAD ANTAGONICA 
5.7.1. Antibacteriana por microdilución frente a Proteus mirabillis. 
En el ensayo de microdilución se empleó placas estériles de 96 pozos con 
capacidad de 300 µL, caldo BHI, microorganismo fresco inoculado el día anterior en 
agar BHI, Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y las 
soluciones de trabajo preparadas a partir de una solución madre de 50000 ppm de 
extracto seco de micelio y caldo de los hongos 18, 19 y 20 en dimetilsulfoxido, de la 
cual se utilizaron 10 µL para preparar 500 µLde una solución de trabajo de 1000 
ppm para la realizacion del ensayo por triplicado. La metodologia que se utilizó para 
el ensayo esta basada en (Ferreira de Lima et al. 2006) esta descrita en la figura . 
Cada muestra se evaluó en una fila marcadas con letras desde A hasta H, y en los 
pozos de las columnas de 2 al 9 se evaluaron las diluciones desde 500 ppm hasta 
35.71 ppm, la columna 10 fue el control de crecimiento, la 11 el control positivo y la 
12 el control de esterilidad. 
El indicio de que la antibancetiana existe es la ausencia de coloración, o la presencia 
de una mancha en el fondo de diametro inferio a 2 mm luego de la agregar el MTT 
e incubar, en este caso se confirma dicho hallazgo sembrando en agar BHI el 
contenido de los pozos que manifieten estas caracteristicas.  
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FIGURA 12: Metodología del ensayo de actividad antibacteriana por 
microdilución 
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5.7.2. ACTIVIDAD ANTAGONICA POR ENFRENTAMIENTO DUAL 
5.8. TAMIZAJE FITOQUÍMICO 
Los extractos de caldo y micelio de los hongos 18, 19 y 20 fueron separados a través 
de cromatografía de capa delgada empleado una mezcla eluente de hexano-
acetona (3-7) y cromatoplacas de sílica gel 60 F254 de 5 cm de altura. Para la 
detección de los de los núcleos fitoquímicos se realiza mediante la aplicación de 
reveladores a las muestras separadas y patrones específicos para cada metabolito 
(Wagner & Bladt , 1996). 
Tabla 5 : Marcha fitoaquímica 
NÚCLEO 
FITOQUÍMICO 
REVELADORES 
PATRÓN 
1000 ppm 
IDENTIFICACION 
Alcaloides Dragendorff Quinina Manchas rojo o naranja 
 I2/Ninhidrina  
Coloración amarillo-
naranja 
Cumarinas 
KOH al 5% en 
etanol absoluto 
UV a 365 nm. 
7-Hidroxicumarina 
Manchas verdes o azules 
y fluorescencia  en UV 
Quinonas Antraquinona 
Manchas rojas y 
fluorescencia roja en UV 
para antraquinonas; 
fluorescencia amarilla en 
el UV antronas y 
antranolas. 
Esteroides y/o 
Saponinas 
Esteroidales 
Liebermann-
Burchard 
β-Estradiol 
Diosgenina 
Hecogenina 
Color amarillo, verde o 
azul 
Esteroles 
Colesterol 
Estigmasterol 
Lanosterol 
Lupeol 
Color rosa pálido, gris o 
amarillo claro 
tri-terpénos y/o 
Saponinas 
Triterpénicas 
Color morado 
Flavonoides 
AlCl3 al 1% en 
etanol absoluto 
UV 365 nm 
Naringenina 
Fluorescencias blanca, 
amarilla, roja, verde, 
naranja y rosada. 
Lactonas Kedde Digitoxina Manchas o anillo purpura 
Taninos: hidrolizables 
y/o compuestos 
fenólicos; o taninos 
condensados 
FeCl3 al 5% en HCl 
0.5 N 
Ácido Gálico 
Manchas de color azul o 
verde. 
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5.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO  
Además del análisis multivariado de conglomerados realizado a los porcentajes 
tramitancia de los hongos endófitos, se realizó un análisis ANOVA por una vía al 
número de aislamiento obtenido por cada tratamiento en el software INFOSTAT 
versión estudiantil y un análisis de medias para la evaluación de la actividad 
antimicrobiana. 
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6. RESULTADOS Y DISCUCIÓN 
6.1. DESINFECCION Y AISLAMIENTO. 
Inicialmente a partir de los fragmentos de las hojas se aislaron 50 hongos endófitos 
sin embargo a medida que se replicaron 8 dejaron de crecer hasta que finalmente 
no se lograron recuperar para ser caracterizados. Sin embargo se contó con ellos 
para realizar evaluar la efectividad del tratamiento de desinfección y variar la 
exposición afecta la cantidad de hongos endófitos aislados. 
Tabla 6: Cantidad de aislamientos por explante y tratamiento 
TRATAMIENTO 
NÚMERO DE AISLAMIENTOS 
EXPLANTE 
1 
EXPLANTE 
2 
EXPLANTE 
3 
1 5 6 5 
2 5 5 5 
3 6 6 5 
 
Antes de realizar análisis de varianza a los datos se pudo concluir que los 3 
tratamientos fueron eficaces  porque del agua del último enjuague no se aisló ningún 
microorganismo,  y se encontró mediante el test de Shapiro-Wilks que los datos 
presentan un comportamiento  no paramétrico, por lo tanto se realizó el análisis de 
Kruskal-Wallis, el cual  concluyó que la cantidad de hongos endófitos aislados no 
varía con la aplicación de los tratamientos evaluados. 
6.2. CARACTEIRIZACION POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJO 
La segunda derivada del porcentaje de tramitancia obtenido se de cada hongo 
aislado se utilizó el análisis multivariado de conglomerados por el método promedio 
usando la distancia estadística euclidiana como criterio. 
Los hongos endófitos fueron divididos en 5 conglomerados junto a hongos de 
referencias a los cuales se les asigno un código numérico. 
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FIGURA 113: Dendograma de hongos endófitos aislados de las hojas de Piper 
crassinervium FT-IR 1650-1800 cm-1. Hongos de referencia: 111 
Mycosphaerella fijiensis. 222 Fusarium solani. 333 Aspergillus niger. 444 
Fusarium oxysporum.   
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FIGURA 124: Dendograma de hongos endófitos aislados de las hojas de Piper 
crassinervium FT-IR 2800-3600 cm-1. Hongos de referencia: 111 
Mycosphaerella fijiensis. 222 Fusarium solani. 333 Aspergillus niger. 444 
Fusarium oxysporum.   
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FIGURA 135: Dendograma de hongos endófitos aislados de las hojas de Piper 
crassinervium FT-IR 650-4000 cm-1. Hongos de referencia: 111 Mycosphaerella 
fijiensis. 222 Fusarium solani. 333 Aspergillus niger. 444 Fusarium 
oxysporum. 
Los  50 aislamientos de hongos endófitos correspornden a 28 morfotipos de los 
cuales se estableció una relación quimiométrica mediante el análisis de sus 
espectros infrarrojos a 24 de ellos comparando con Mycosphaerella fijiensis, 
Fusarium solani, Aspergillus niger y Fusarium oxysporum. Algunos hongos 
manifiestan una coincidencia entre la relación mostrada en la gráfica y sus 
características macroscópicas, esto indica que existe una relación taxonómica 
estrecha entre ellos. Ambas especies Fusarium están relacionadas con el 
conglomerado 1 y existe semejanza entre ellos y el hongo 5 (Bello, 2013); lo que 
sugiere que podría estar clasificado en el orden Hypocreales. 
6.3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA. 
Los hongos que finalmente se lograron conservar, son todos hongos filamentosos 
de micelio aéreo, sin embargo presentan escasa esporulación y estructuras que lo 
diferencie, por  lo que para una identificación precisa es necesario realizar un 
análisis molecular de ADN con una base de dados genética y estimular la 
esporulación realizando resiembras en diferentes medios, teniendo en cuenta que 
el cambio de condiciones y el tiempo de cultivo provoca también cambios en la 
características de la colonia. 
TABLA 7: Características de los hongos endófitos aislados de las hojas planta Piper 
crassinervium 
HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
2 
 
Aspecto filamentoso, adquiere coloración negro 
desde el centro hacia los bordes. Borde regular, 
crecimiento radial 
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HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
 
Hifas hialinas, generativas, no septada. 
3 
 
Aspecto filamentoso, elevado el centro, blanco 
que adquiere coloración negra desde el centro 
hacia los bordes. Borde regula, crecimiento 
radial 
 
Hifas hialinas generativas, no ramificadas, no 
septada. 
4 
 
Crecimiento radial, aterciopelado, blanco, borde 
liso. 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas no 
septada. 
5 
 
Borde liso, textura aterciopelada, color rosado 
pálido, superficie plana. Crecimiento radial. 
 
Philiade no ramificada, conidia fusiforme, hifa 
hialina delgada no septada. 
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HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
6 
 
Crecimiento radial, superficie globosa en el 
centro, borde plegado, blanco, algodonoso. 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
 
 
Hifa hialina, generativa, no tabicada. 
7 
 Aspecto filamentoso, adquiere coloración negro 
desde el centro hacia los bordes. Borde regular, 
en el centro tiene micelio levantado crecimiento 
radial 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
8 
 Aspecto filamentoso, zonado, adquiere 
coloración negro desde el centro hacia los 
bordes. Borde plegado, crecimiento radial 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas poco 
ramificadas, no septada. 
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HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
9  
Blanco, algodonoso, borde irregular, centro del 
reverso oscuro. 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
10 
 Aspecto filamentoso, adquiere coloración negro 
desde el centro hacia los bordes. Borde rizoide, 
crecimiento radial 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
11 
 
Hongo blanco que se torna negro desde el 
centro hacia el borde, filamentoso, borde rizoide 
 
Hifa hialina, generativa, no septada. 
12 
 Hongo blanco que se torna negro desde el 
centro hacia el borde, filamentoso,  rizoide y 
algodonoso. 
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HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas  no 
ramificadas, no septada. 
13 
 
Crecimiento radial, blanco grisáceo, 
algodonoso, borde regular. 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
14 
 
Aspecto filamentoso, borde irregular, centro de 
la superficie grumoso, crecimiento radial 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
15 
 
Blanco, superficie plana, borde regula, 
algodonoso. 
 
Hifa hialina, borde irregular, no septado, poco 
ramificada. 
50 
 
HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
16 
 
Borde regular, algodonoso, superficie globosa, 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
17 
 
Blanco, crecimiento radial con el paso de los 
días se torna negro desde el centro hacia los 
bordes 
 
Hifa hialina, generativa, ramificada, no septada 
18 
 
Crecimiento radial, textura vellosa, con el paso 
del tiempo se intensifica el color vinotinto del 
centro hacia los bordes. 
 
Hifa  hialina generativa, no septada. 
19 
 
Algodonoso, blanco verdoso, reverso se torna 
verde oscuro desde el centro hacia los bordes, 
crecimiento radial, bordes irregulares, superficie 
plana, 
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HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
 
Hifa hialina, no septada,  generativa. Conidio en 
forma de racimo. 
20 
 
Crecimiento radial, filamentoso, superficie 
globosa, reverso ce centro oscuro, borde 
ondulado. 
 
Hifa hialina generativa. conidio en forma de 
cadena. 
21 
 
Globosoen el centro, de borde regulary 
algodonoso 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas no 
ramificadas, no septada. 
22 
 
Crecimiento radial, forma filamentosa, borde 
regular, aspecto algodonoso, centro rosado 
parido .borde blanco  con el tiempo forma una 
costra negra en el centro. 
 
Hifas hialinas, delgadas generativas, no 
tabicadas 
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HONGO 
ENDÒFITO 
FOTOGRAFIA CARACTERISTICA 
23 
 
Borde irregular, apariencia rizoide y moteada, 
blanco. 
 
Hifas hialinas delgadas, generativas 
ramificadas, no septada. 
24 
 
Zonado, borde irregular superficie plana en el 
centro y plegada en el borde, 
 
Hifa hialina septada, conidio moliniforme 
28 
 
Algodonoso, blanco, reverso corrugado. 
 
Hifas ramificadas envolventes e hialinas, con 
escasa cantidad de microconidias fusiformes 
dispersas 
 
6.4. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 
Los extractos del micelio y caldo de os hongos 18, 19, y 20 fueron evaluados 
mediante el ensayo de microdilución frente a Proteus mirabilis,  en concentraciones 
entre 500 y 3.9 ppm ninguno de los extractos presentó actividad antibacteriana a 
53 
 
partir de 500 ppm empezó a manifestarse inhibición, por lo que resulta  probable 
que   en concentraciones mayores  actividad bactericida 
Tabla 8: Resultado actividad antibacteriana de los extractos de los hongos 18, 19 y 
20. 
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 (-)Proteus mirabilis  presenta inhibición l extracto. 
(+) (++) Proteus mirabilis  presenta sensibilidad al extracto. 
(+++)(++++) Proteus mirabilis no presenta sensibilidad al extracto. 
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7. CONCLUSIONES  
Las hojas de la planta Piper crassinervium son hospederas de hongos endófitos, el 
tiempo de exposición a hipoclorito al 1% durante 30 a 90 segundos no afecta la 
cantidad de hongos endófitos aislados y fue efectiva en la eliminación de los 
microorganismos epifitos, sin embargo algunos hongos endófitos solo fueron 
aislados en un solo tratamiento motivo por el cual es posible que el tratamiento 
afecte la diversidad de hongos endófitos hallados. 
Aunque entre 31.25 a 500 ppm no se registró actividad antimicrobiana de  los 
extractos de los hongos endófitos seleccionados y se evidencio inhibición de la 
mayoría de los extractos a medida que aumentó la concentración. Es probable que 
un extracto obtenido de la fermentación de un medio con enriquecido y/o con otro 
método de separación obtenga resultados más satisfactorios.  
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8. RECOMENDACIONES 
 El tiempo de aislamiento de hongos debe ser en un tiempo máximo de 1 mes para 
evitar  que se pierdan cepas por agotamiento y también que varíe las características 
morfológicas y debe realizarse al mismo tiempo que la identificación morfológica  
para evitar errores por los cambios que ellos manifiestan con las resiembras. 
Se debe replantear el procedimiento de fermentación, extracción y separación con 
el fin de poder realizar más evaluaciones de actividad biológica. 
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De las hojas de Piper crassinervium se aislaron 28 morfotipos distintos de hongos, 
sin embargo es necesario realizar una identificación por medio de análisis de ADN 
ya que no se logró obtener información suficiente a través de la caracterización 
microscópica que permitiera una aproximación al género de los hongos 
encontrados; Igualmente es posible que al cambiar  el medio se logre diferenciar 
mejor sus los órganos reproductores. 
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10. ANEXOS 
 ANEXO 1 
Escala Mcfarland 
Escala Mcfarland 0.5 1 2 3 4 5 
Densidad Celular 
Aproximada 10 8 /mL 
1.5 3 6 9 12 15 
Absorbancia a 625 nm  
0.08 a 
0.10 
0.14 a 
0.17 
0.27 
a  
0.31  
0.38 
a  
0.42  
0.51 
a  
0.55  
0.67 
a  
0.70  
 Ajustar la turbidez de un cultivo en caldo en crecimiento activo o suspensión 
bacteriana de colonias seleccionadas a partir de una placa de agar de 18-24 horas 
para obtener una turbidez visualmente comparable a la de la norma deseada. Los 
tubos para la suspensión deben ser del mismo diámetro que el tubo de látex 
estándar McFarland. Medios de caldo que es de color amarillo oscuro, naranja o 
marrón no proporcionarán el contraste adecuado con las Normas de látex 
McFarland, posiblemente resultando en suspensiones bacterianas de densidades 
incorrectos.  (Hardy Diagnostics) 
ANEXO 2 
Análisis estadístico desinfección  
Grado de 
libertad 
Estadístico p-valor Decisión al nivel 5% 
9 0.61728 1.52591x10-4 Rechazar normalidad 
A un nivel de 0.05 los datos no presentan distribución normal. 
 
Tabla 5: Resultado de la prueba de Shapiro- Wilks 
variable Tratamiento N media D.E Mediana 
Promedio de 
rangos 
Nº aislamiento 1 3 5.33 0.58 5.00 5.00 
Nº aislamiento 2 3 5.00 0.0 5.00 3.50 
Nº aislamiento 3 3 5.67 0.58 6.00 6.50 
Chi2= 2.66667 Prob>chi2= 0.2636 P= 0.6786 
Tabla 6: Resultado prueba de Kruskal-Wallis. 
. 
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ANEXO 3 
Bacteria  usada en actividad   
Protus mirabilis (HM626199) 
El género Proteus forma parte de la familia Enterobacteriaceae, este género se 
define como bacilos Gram negativos, móviles, con flagelos perítricos, aerobios y 
facultativos anaerobios. Se caracteriza por su capacidad de desaminar la 
fenialanina y transformarla en ácido fenilpirúvico, hidrolizar la tirosina, desdoblar en 
casi todos los casos la urea y ser resistentes a la colistina (Cantón &Sánchez, 2015). 
 
Figura 14: Proteus mirabilis (Proteus mirabilis.) 
Proteus mirabilis se aísla con relativa frecuencia en las infecciones urinarias 
complicadas, tales como los que presentan en pacientes con anormalidades 
anatómicas o funcionales (Chen et al., 2012); es susceptible de β-lactamas, 
aminoglicósidos, fluoroquinolonas y trimetoprima/sulfametoxazol, pero es resistente 
a la nitrofurantoína y tetraciclina. En los últimos años, se ha observado una 
tendencia donde Enterobacteriaceae , incluyendo P. mirabilis manifiestan una 
mayor resistencia a varios agentes antimicrobianos (Lockhart et al., 2007). 
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ANEXO 4 
RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA POR MICRODILUCIÓN 
 
EXTRACTO Ac 
Et 
PLACA 
1             
MUESTRA 
1000 ppm 
2          
500 
ppm 
3             
250 
ppm 
4              
250 
ppm 
5            
125 
ppm 
6          
62,5 
ppm 
7         
31,25 
ppm 
8          
15,62 
ppm 
9         
7,8125 
ppm 
10              
CONTROL DE 
CRECIMIENTO 
11               
CONTROL 
INHIBICIÓN 
12     
CONTROL DE 
ESTERILIDAD 
A 
MICELIO 18 
1 
150µ + ++ ++ ++ ++ + - + +++ - - 
B 150µ + ++ - ++ ++ + - ++ +++ - - 
C 150µ + ++ - ++ ++ + - ++ +++ - - 
D 
MICELIO 19 
150µ + ++ ++ ++ ++ + - + +++ - - 
E 150µ + ++ ++ ++ ++ + - + +++ - - 
F 150µ + ++ ++ ++ ++ - - + +++ - - 
G 
MICELIO 20 
150µ + ++ ++ ++ ++ + - + +++ - - 
H 150µ + ++ ++ ++ ++ + - + +++ - - 
A MICELIO 20 
2 
150µ + ++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 
B 
CALDO 19 
150µ X X - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 
C 150µ X + - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 
D 150µ X + - +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - 
A 
MICELIO 18 
3 
150µ + ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 150µ + ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
C 150µ + ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
D 
MICELIO 19 
150µ + ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
E 150µ + ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
F 150µ + ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
G 
MICELIO 20 
150µ + + +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
H 150µ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++ - - 
A MICELIO 20 
4 
150µ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++ +++ ++++ - - 
B CALDO 19 150µ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
2 
 
 
EXTRACTO Ac 
Et 
PLACA 
1             
MUESTRA 
1000 ppm 
2          
500 
ppm 
3             
250 
ppm 
4              
250 
ppm 
5            
125 
ppm 
6          
62,5 
ppm 
7         
31,25 
ppm 
8          
15,62 
ppm 
9         
7,8125 
ppm 
10              
CONTROL DE 
CRECIMIENTO 
11               
CONTROL 
INHIBICIÓN 
12     
CONTROL DE 
ESTERILIDAD 
C 150µ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
D 150µ +++ +++ +++ X +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
A 
MICELIO 18 
5 
150µ ++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 150µ ++ +++ +++ X +++ ++++ ++++ X X - - 
C 150µ ++ +++ +++ +++ +++ ++++ X X ++++ - - 
D 
MICELIO 19 
150µ ++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ +++ ++++ - - 
E 150µ ++ +++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
F 150µ ++ +++ +++ +++ ++ ++++ +++ +++ ++++ - - 
G 
MICELIO 20 
150µ + +++ +++ +++ +++ ++++ +++ +++ ++++ - - 
H 150µ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++++ - - 
A 
MICELIO 18 
6 
150µ ++ +++ - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 150µ ++ +++ - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
C 150µ ++ +++ - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
D 
MICELIO 19 
150µ ++ +++ - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
E 150µ ++ +++ - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
F 150µ ++ +++ - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
G 
MICELIO 20 
150µ + + - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
H 150µ + + - +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ - - 
A MICELIO20 
7 
150µ ++ +++ +++ +++ - ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 
CALDO19 
150µ ++ +++ +++ +++ - ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
C 150µ ++ +++ +++ +++ - ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
D 150µ ++ +++ +++ +++ - ++++ ++++ +++ ++++ - - 
E 
CALDO18 
150µ ++ +++ +++ +++ - ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
F 150µ ++ +++ +++ +++ - ++++ ++++ +++ ++++ - - 
G 150µ ++ +++ +++ +++ - ++++ ++++ +++ ++++ - - 
3 
 
 
EXTRACTO Ac 
Et 
PLACA 
1             
MUESTRA 
1000 ppm 
2          
500 
ppm 
3             
250 
ppm 
4              
250 
ppm 
5            
125 
ppm 
6          
62,5 
ppm 
7         
31,25 
ppm 
8          
15,62 
ppm 
9         
7,8125 
ppm 
10              
CONTROL DE 
CRECIMIENTO 
11               
CONTROL 
INHIBICIÓN 
12     
CONTROL DE 
ESTERILIDAD 
H CALDO20 150µ ++ ++ +++ +++ - ++++ ++++ +++ ++++ - - 
A 
CALDO20 8 
150µ + ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 150µ + ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
A 
MICELIO 18 
9 
150µ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 150µ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
C 150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
D 
MICELIO 19 
150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
E 150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
F 150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
G 
MICELIO 20 
150µ + ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
H 150µ + ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
A 
MICELIO 18 
10 
150µ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 150µ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
C 150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
D 
MICELIO 19 
150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
E 150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
F 150µ ++ ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
G 
MICELIO 20 
150µ + ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
H 150µ + ++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
A 
CALDO20 11 
150µ ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
B 150µ ++ +++ +++ +++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ - - 
 
  
4 
 
ANEXO 6 
AISLAMIENTOS POR TRATAMIENTO 
   
PCH HE 
NÚMERO DE FRAGMENTOS  ENCONTRADOS 
TOTAL 
  
TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3   
EXPLANTE 
1 
EXPLANTE 
2 
EXPLANTE 
3 
EXPLANTE 
1 
EXPLANTE 
2 
EXPLANTE 
3 
EXPLANTE 
1 
EXPLANTE 
2 
EXPLANTE 
3   
1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1   
2 0 0 1 0 0 1 0 0 0 2   
3 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2   
4 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1   
5 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1   
6 0 0 0 0 0 0 2 1 1 4   
7 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2   
8 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2   
9 0 0 0 1 0 0 0 1 1 3   
10 0 1 0 0 0 0 0 0 1 2   
11 1 0 0 0 0 1 0 0 0 2   
12 0 0 0 0 0 1 0 0 1 2   
13 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1   
14 0 0 0 0 1 0 1 0 0 2   
15 0 0 1 0 0 0 0 1 0 2   
16 0 0 0 1 0 1 0 0 0 2   
17 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1   
18 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1   
19 0 1 1 0 0 0 0 0 0 2   
20 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1   
5 
 
21 1 0 0 0 0 0 1 0 0 2   
22 0 0 0 0 2 0 0 0 1 3   
23 0 0 0 0 1 0 0 1 0 2   
24 0 0 0 0 0 1 1 0 0 2   
25 0 0 1 0 0 0 1 0 0 2   
26 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1   
27 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1   
28 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1   
TOTAL 5 6 5 6 5 6 6 5 6 50   
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ANEXO 7  
Espectros infrarrojos de los hongos de referencia 
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ANEXO 8 
Cantidad de aislamientos por explante y tratamiento 
HONGO 
MASA 
EXTRACTO 
% RENDIMIENTO 
MICELIO 
18 0,5768 62,92 
19 0,0607 6,6227 
20 0,0428 4,673 
CALDO 
18 0,0403 4,4 
19 0,0189 2,061 
20 0,0135 1,47 
 
